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Для понимания роли ионов Са в регуляции иммунного ответа исследовали влияние мышиного 
интерферона (ИФН)-а/р на транспорт и связывание Са2+ в тимоцитах мыши. С помощью 
изотопных методов показано, что вход
 4 5
 Са
2
* в тимоциты достигал стационарного значения 
через 5 мин после начала воздействия ИФН и превышал уровень поглощения 4 Са2* контрольными 
клетками в среднем в 5 раз. В это же время количество связанного с поверхностью тимоцитов 
45
Са
2
* уменьшалось в 2 раза по сравнению с контролем. В течение последующих 30 мин в 
активированных ИФН тимоцитах наблюдалось увеличение связывания
 4 5
 Са
2
* до контрольного 
уровня. Транспорт
 45
Са
2
* в тимоцитах зависел от концетрации ИФН в инкубационной среде. 
Максимальное поглощение
 45
Са
2
* наблюдалось при концентрации ИФН, ,600 МБ/ мл. Блокатор 
потенциалоуправляемых кальциевых каналов верапамил (30 мкМ), внесенный в инкубационную 
среду за 20 мин до ИФН, значительно уменьшал транспорт 45Са2*. Деполяризация мембраны, 
обусловленная повышением [к^]о в 10 раз по сравнению с контролем (до 25 м'М), также снижала 
поток
 45
Са
2
* в тимоциты. Полученные данные позволяют предположить, что поступление Са
2
* 
в тимоциты под влиянием ИФН осуществляется через потенциалоуправляемые кальциевые 
каналы. 
Введение. Интерфероны (ИФН) обладают широ­
ким спектром биологической активности. В частно­
сти, они регулируют иммунный ответ, выполняя 
роль первого сигнала при активации лимфоцитов. 
Связывание ИФН со специфическим рецептором 
на плазматической мембране запускает множество 
трансмембранных и внутриклеточных процессов, 
которые в конечном итоге приводят к активации 
клеток [1—3] . Ионы Са 2 + , выступая в качестве 
вторичного посредника, играют центральную роль 
в управлении этими событиями. Индуцированный 
интерферонами-а, и -у транспорт Са
2 +
 исследо­
ван многими авторами в различных типах нор­
мальных и трансформированных клеток [4—6] . 
Установлено, что повышение внутриклеточной 
концентрации С а
2 +
 в первые секунды после воздей­
ствия ИФН на клетку является необходимым усло-
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вием перехода лимфоцитов в активированное со­
стояние [2, 5 ] . В связи с этим значительный 
интерес представляет изучение механизмов транс­
порта С а
2 +
 в лимфоциты при воздействии на них 
ИФН. 
Показано, что ИФН увеличивает абсолютную 
величину поверхностного заряда лимфоцитов [7] . 
Вследствие этого может изменяться концентрация 
связанных с плазматической мембраной ионов Са
2 +
. 
Сведения о влиянии ИФН на связывание Са
2 +
 с 
плазматической мембраной лимфоцитов отсутству­
ют. Исследование этого эффекта важно для пони­
мания роли ИФН в регуляции потенциалоуправля­
емых трансмембранных механизмов и мембрано-
связанных ферментов. 
Для выяснения роли ионов С а
2 +
 в регуляции 
иммунного ответа в настоящей работе исследовали 
влияние мышиного ИФН-а/р на транспорт и свя­
зывание ионов
 4 5
С а
2 +
 в тимоцитах мыши. 
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Материалы и методы. Мышиный ИФН-а//3 
получали из Института патологии, онкологии и 
радиобиологии им. Р. Е. Кавецкого НАН Украины. 
Исходный раствор верапамила в спирте (100 мкМ, 
«Sigma», США) готовили непосредственно перед 
экспериментом и защищали от света. 
Выделение тимоцитов. Тимоциты выделяли 
из ткани тимуса мышей восьминедельного возраста 
линии СВА и очищали центрифугированием в гра­
диенте плотности фиколла-верографина [8 ]. Клет­
ки дважды отмывали сбалансированным солевым 
буфером (мМ): N a C l — 140, КС1 — 2,5, СаС1 2 — 
2,0, M g C l 2 — 1,0, трис-НС1 — 10,0 (рН 7,4) , глю­
коза — 5,0 с помощью двухкратного центрифугиро­
вания (10 мин, 400 g). Целостность плазматиче­
ской мембраны исследуемых тимоцитов определяли 
по отсутствию окрашивания клеток трипановым 
синим. Во всех случаях количество тимоцитов с 
неповрежденной мембраной составляло не менее 
90 %. 
Радиоизотопные измерения. Тимоциты (10 7 
клеток в 1 мл) инкубировали в сбалансированном 
солевом растворе, содержащем 10 мкКи/мл 4 5 С а 2 + 
(«Amersham», Великобритания) и ИФН-а//? (100— 
3000 ЕД/мл) при температуре 37 °С. Через опре­
деленные интервалы времени несвязавшийся
 4 5
С а
2 + 
отделяли методом гель-фильтрации. Для этого сус­
пензию тимоцитов (100 мкл) пропускали через 
колонки (0,5 х 1,5 см) с СМ-сефадексом G-25, 
уравновешенные буфером (2,5 мМ КС1, 10,0 мМ 
трис-HCl (рН 7,4) , 280 мМ глюкоза), и смывали с 
колонки 0,8 мл того же буфера. Элюат собирали во 
флаконы со сцинтилляционной жидкостью ЖС-130 
(5 мл). 
Радиоактивность определяли на/2-счетчике Ra-
cbeta («LKB», Швеция). Для вытеснения ассоции­
рованных с плазматической мембраной тимоцитов 
ионов
 4 5
С а
2 +
 использовали LaCl 3 (0,1 мМ). Связы­
вание
 4 5
С а
2 +
 с плазматической мембраной опреде­
ляли по разности счета в пробах с La 3 + и без него. 
Результаты и обсуждение. В активированных 
ИФН-а/ / ї тимоцитах наблюдался быстрый вход 
4 5
С а
2 +
. Этот вход достигал стационарного уровня 
через 5 мин после начала воздействия ИФН и 
превышал уровень поглощения
 4 5
С а
2 +
 контрольны­
ми (неактивированными ИФН) клетками в среднем 
в 5 раз (рис 1, а) . В это же время количество 
связанного с плазматической мембраной
 4 5
Са
2
^ 
уменьшалось в 2 раза. В течение последующих 
30 мин наблюдалось восстановление связывания 
4 5
С а
2 +
 в активированных ИФН тимоцитах до конт­
рольного уровня (рис. 1 , 6 ) . 
Транспорт
 4 5
Са
2
* в тимоциты зависел от кон­
центрации ИФН в инкубационной среде. Макси­
мальное поглощение
 4 5
С а
2 +
 наблюдалось при кон­
центрации ИФН 600 МЕ/мл (рис. 2) . 
Блокатор потециалоуправляемых кальциевых 
каналов верапамил (30 мкМ), внесенный в инкуба­
ционную среду за 20 мин до ИФН, снижал вход 
4 5
С а
2 +
 в тимоциты на 30—40 % (рис 3, а) . В 
присутствии верапамила ИФН-а//? практически не 
оказывал влияния на связывание
 4 5
С а
2 +
 с плазмати­
ческой мембраной. 
При деполяризации мембраны, вызванной по­
вышением концентрации ионов К
+
 в инкубацион­
ной среде от 2,5 мМ (контроль) до 25 мМ, поток 
4 5
С а
2 +
 в тимоциты уменьшался (рис 3, б). Тонич-
ность раствора при изменении [ К + ] 0 поддерживали 
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постоянной, соответственно изменяя концентрацию 
NaCl. 
В наших экспериментах наблюдалась видовая 
специфичность ИФН — ИФН-а 2Ь человека не 
изменял транспорта
 4 5
С а
2 +
 в тимоцитах мыши. 
Как показали наши исследования, связывание 
мышиного ИФН-а//3 с рецептором на поверхности 
тимоцитов индуцировало быстрый дозозависимый 
вход ионов С а
2 +
 внутрь клеток. Деполяризация 
мембраны, вызванная повышением концентрации 
ионов калия в инкубационной среде, уменьшала 
его. Эти данные свидетельствуют о том, что вход 
Са
2 +
 в активированные ИФН тимоциты является 
потенциалозависимым звеном в процессе перехода 
этих клеток из G 0 - в Gj-фазу клеточного цикла и 
может регулироваться изменениями мембранного 
потенциала. 
Блокатор потенциалоуправляемых кальциевых 
каналов верапамил также подавлял индуцирован­
ный ИФН транспорт Са
2 +
. Это позволяет предполо 
жить, что поступление С а
2 +
 в тимоциты осуществ­
ляется через потенциалоуправляемые кальциевые 
каналы. Сопоставляя результаты наших исследова­
ний с данными других авторов следует отметить, 
что активацию потенциалоуправляемых кальцие­
вых каналов при воздействии ИФН наблюдали в 
клетках линий RPMI 4788 [ 9 ] , U937 [10] и СаКі-1 
[ П ] . 
На протяжении первых 30 мин связывание 
ионов С а
2 +
 с плазматической мембраной тимоци­
тов, стимулированных ИФН, было меньше, чем в 
контрольных клетках. Функциональная роль ассо­
циированного с поверхностью плазматической мем­
браны кальция неизвестна. Однако можно предпо­
ложить, что уменьшение связывания ионов Са
2 +
 с 
поверхностью клетки изменяет ее поверхностный 
заряд. Поскольку величина последнего Эффективно 
модулирует функционирование пртенциалозависи-
мых транспортных механизмов [12] и мембрано-
связанных ферментов [13 ] , необходимо дальней­
шее исследование связывания С а
2 +
 с поверхностью 
тимоцитов под влиянием ИФН. Полученные в 
настоящей работе данные позволяют сделать вывод 
о том, что ионы С а
2 +
 играют важную роль на 
ранней стадии активации тимоцитов ИФН-а/(3. 
Работа поддержана Государственным Фондом 
Фундаментальных Исследований Украины (грант 
5 .4 /321) . 
Рис 3. Влияние верапамила (а) и повышения концентрации ионов калия в инкубационной среде (б) на индуцированный мышиным 
ИФН-а//? транспорт 4 5 С а 2 + в тимоцитах мыши (а: / — контроль; 2 — ИФН (300 МЕ/мл); 3 — верапамил (30 мкМ); 4 — ИФН + 
+ верапамил; б; 1 — контроль (2,5 мМ KC1); 2 — ИФН (300 МЕ/мл); 3 — 25 мМ KC1; 4 — ИФН + 25 мМ КО) 
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Вплив інтерферону-а//? на транспорт та зв'язування іонів Са 2 + у 
тимоцитах миші 
Резюме 
Для розуміння ролі іонів Са
2+
 у регулюванні імунної відповіді 
вивчали вплив мишачого інтерферону (ІФН)-а/($ на транс­
порт та зв'язування Са у тимоцитах м^ииі^За допомогою 
ізотопних методів було показано, що вхід Са у тимоцити 
досягав стаціонарного рівня через 5 хв від платку дії ІФН, 
п'ятиразово перевищуючи рівень поглинання Са контроль­
ними клітинами. Тим часом кількість зв'язаного Са з 
поверхнею тимоцитів зменшувалася вдвічі Протяглі на­
ступних ЗО хв спостерігалося відновлення зв'язування Са в 
активованих ІФН тимоцитах до контрольного рівня. Транс­
порт Са у тимоцитах залежав від концентраті 1<Ї>Н в 
інкубаційному середовищі. Максимальне поглинання Са спо­
стерігалося при концентрації ІФН 600 МО/мл. Блокатор 
потенціалокерованих кальцієвих каналів верапаміл (ЗО мкМ), 
доданий до інкубаційного середо^иш^ за 20 хв до внесення ІФН, 
значно зменшував транспорт Са . Деполяризація мембрани, 
зумовлена підвищенням [К ]0 у 10 разів порівняно з контро­
лем (до 25 мМ), також зменшувала потік Са у тимоцити. 
Отримані^дані дозволяють зробити припущення, що надход­
ження Са у тимоцити під впливом ІФН здійснюється через 
потенціалокеровані кальцієві канали, 
Е. V. Dolgaya, О. М. Rozhmanova, JL N Stelmakh, 
А. V. Miransky, Yu. I. Kudryavets 
2+ 
Effects of interferon-a//? on Ca influx and binding in murine 
thymocytes 
Summary 
In order to determine the role of calcium in interferon (IFN)-
induced immunomodulation, we investigated calcium transport and 
binding induced by murine IFN-a/p in murine thymocytes. By 
radiometric4іреЩо4, it was found that a rapid, more than 5-fold, 
increase in Ca influx developed ang reached a plateau within 10 
min. At the same time the amount of Ca associated with tly? cell 
surface half decreased. During next 30 min the recovery of Ca + 
binding to control level in INF-induced lymphocytes occured. 45Ca2+ 
influx in thymocytes was dose-dependent. The maximal increase in 
calcium influx was observed at the I FN concentration of 600 IVI ml 
Pretreatment of thymocytes with a calcium channel blocker, vera­
pamil, at the doses aboufe 30gM for 20 min before I FN application 
significantly decreased Ca influx. Depolarization of thymocytes 
up to 25 mM by increasing the gxtracellular K+ concentration 
resulted in complete inhibition of Ca influx. Our data indicate that 
in murine thymocytes IFN-induced calcium influx occcured via 
voltage-operated calcium channels. 
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